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ABSTRAKT 
 
Laktobacily hrají důležitou roli ve fermentačních procesech již po tisíciletí. Byly 
prostudovány jejich probiotické vlastnosti a dnes jsou používány při výrobě fermentovaných 
potravinových výrobků a doplňků stravy včetně farmakologických preparátů.  
 
V této práci byla pozornost zaměřena na zástupce rodu Lactobacillus v probiotických 
preparátech (tabletách).  Pro identifikaci laktobacilů v sedmi probiotických preparátech byla 
použita metoda polymerázové řetězové reakce (PCR), založené na amplifikaci sekvence 
DNA. Jako DNA matrice byla do PCR směsí použita celková DNA izolovaná z tablet pomocí 
magnetických nosičů (P(HEMA-co-GMA) pokrytých karboxylovými skupinami. Rodově 
specifické produkty (250 bp) byly detekovány pomocí gelové elektroforézy na agaróse.  
 
Přítomnost DNA rodu Lactobacillus byla prokázána ve všech výrobcích kromě jednoho.             
Na etiketě tohoto výrobku byla uvedena pouze přítomnost probiotických bakterií. 
Pravděpodobně se jednalo o zástupce jiného rodu než Lactobacillus.  
 
ABSTRACT 
 
Lactobacillus have been playing a crucial role in the fermentation processes for millenia. 
Their probiotic effects have been studied deeply and nowadays they are used in the 
production of fermented products and food adjunkt including probiotic preparations.  
 
This thesis was focused on bakteria of genus Lactobacillus in probiotic preparations (tablets). 
Polymerase chain reaction method (PCR) based on amplification of DNA was used to identify 
lactobacillus in seven probiotic preparations. As DNA matrices whole DNA recovered from 
tablets with the help of magnetic microparticles (P(HEMA-co-GMA) coated by carboxylic 
groups was used into a PCR mixture. Genus specific PCR products (250 bp) were detected 
with the help of gel electrophoresis on agaróse.  
 
DNA of genus Lactobacillus was proved in all but one product. In this product only probiotic 
bacteria were declared presence without family identification was proved. It contained 
different bakteria then bakteria of Genus Lactobacillus probably. 
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1 ÚVOD 
 
Pojem „mikroorganismy“ (MO) vzbuzuje u nezainteresovaných zpravidla nepříjemné pocity 
pro jejich souvislost s nemocemi. Při hlubším zamyšlení si však uvědomují, že jsou i užitečné 
při výrobě mnohých potravinářských produktů a v dnešní době i doplňků stravy. [4] 
 
Bakterie jsou převážně heterotrofní mikroorganismy. K životu potřebují organické látky, které 
využívají (odbourávají, fermentují, oxidují) na stavbu buňky, získání energie různými 
metabolickými drahami a další procesy. Produkty metabolizmu mikroorganismů můžou být 
pro člověka užitečné (ethanol, kyselina mléčná), ale i škodlivé (bakteriální toxiny, 
mykotoxiny). [4] 
 
Úlohu a význam mikroorganismů v potravinářském průmyslu můžeme rozdělit do tří skupin.  
 
? Mikroorganismy s pozitivní úlohou. Využívají se při výrobě fermentovaných 
produktů, např. z mléka a jiných potravin 
 
? Mikroorganismy s negativním účinkem při mikrobiálním kažení potravin, jako např. 
při nežádoucím kvašení, plesnivění  a hnití. Můžou vznikat i látky ohrožující zdraví 
konzumenta. 
 
? Potraviny a voda mohou být za nepříznivých okolností přenašečem choroboplodných 
mikroorganismů z pramene nákazy (nemocný člověk, nemocné zvíře, bacilonosič) na 
zdravého jedince (člověk, zvíře). [4] 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Bakterie mléčného kvašení 
 
Bakterie mléčného kvašení (BMK) jsou v dnešní době hojně využívány v potravinářském 
průmyslu. Tvoří mikroflóru kysaných mléčných výrobků, mléka, masa, zeleniny a obilí. 
Druhy využívané v průmyslové výrobě patří do skupiny bakterií tzv. „obecně pokládaných         
za bezpečné“ (GRAS - „generaly regarded as safe“) [12]  
 
Klíčovou vlastností BMK je produkce kyseliny mléčné jako hlavního či jediného 
fermentačního produktu. [12] Protože kyselina mléčná díky snížení pH zastavuje množení 
hnilobných bakterií, využívají se BMK ke konzervaci potravin, ke kvašení zelí a okurek                
či k silážování píce. BMK jsou nesporulující, gram-pozitivní, nepohyblivé bakterie.                       
Na kultivační půdě tvoří kolonie. Pod mikroskopem lze pozorovat většinou delší, tenké 
tyčinky nebo koky. [16] Jejich DNA obsahuje méně než 53 mol% G+C. Mezi BMK řadíme 
rody Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus. 
[12] Původně sem byly řazeny i další rody s obsahem G+C o mnoho vyšším 
(Bifidobacterium, Brevibacterium, Micrococcus a Propionibacterium). Rozdělení bakterií 
podle obsahu G+C je uvedeno na Obr. 1.  
 
 
 
Obr. 1.  Rozdělení bakterií mléčného kvašení podle obsahu G+C 
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2.1.1 Rod Lactobacillus 
 
Mezi významné zástupce bakterií mléčného kvašení patří rod Lactobacillus. Většina druhů 
rodu Lactobacillus fermentuje glukosu a laktosu na laktát a odtud pochází jméno tohoto rodu. 
[16] Laktobacily původně rozdělil už Orla-Jensen1 (1919) do tradičních skupin 
(termobakterie, streptobakterie a betabakterie), které nemají taxonomickou hodnotu, protože 
nepředstavují fylogeneticky definované skupiny. Většinu nově identifikovaných druhů 
laktobacilů bylo sice možné zařadit do těchto tradičních skupin, ale některé se nedaly zařadit. 
[4] Z hlediska nároků na kyslík řadíme laktobacily mezi mikroaerofilní nebo fakultativně               
či striktně anaerobní. [3] Upřednostňují mezofilní a mírně termofilní teploty. Některé kmeny 
druhů Lactobacillus viridescens, Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus 
plantarum rostou, i když pomalu, při nízkých teplotách blízkých k bodu mrazu (např.                 
na chladném mase). [4] Mohou se množit i v kultivačním prostředí s hodnotou pH 5. Jestliže 
však pH poklesne pod 4, růst většiny laktobacilů se zastavuje. [3] 
 
Laktobacily tvoří část přirozené mikroflóry úst člověka, gastrointestinálního traktu a vaginy. 
Mezi tyto druhy řadíme Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
delbruckii, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum. [3] Morfologie buněk tří druhů 
laktobacilů je uvedena na Obr. 2, 3, 4 [14]. 
 
 
      
 
Obr. 2.  L. acidophilus      Obr. 3.  L. casei      Obr. 4.  L.brevis 
 
2.1.1.1 Obligátně homofermentativní laktobacily 
 
Laktobacily mají schopnost zkvašovat cukry včetně laktosy. Pokud se vytváří kyselina mléčná 
jako jediný, hlavní produkt kvašení, pak mluvíme o homofermentativním mléčném kvašení. 
[3] Nekvasí pentosy a glukonát. Zástupci tohoto rodu jsou důležité pro výrobu sýrů, jogurtů           
a probiotických nápojů. [12] Zástupci obligátně homofermentativních laktobacilů a prostředí, 
ve kterém se vyskytují, jsou uvedeny v Tab. 1. [4] 
 
                                                 
1 Profesor Orla Jensen v roce 1870 vydal knihu „Dairy bakteriology“, kde popsal své zkušenosti, které nabyl     
po 25 letech výzkumu v mléčném průmyslu v Dánsku a Švýcarsku. [6] Je též autorem mnoha článků týkajících 
se tohoto tématu. 
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Tab. 1. Zástupci obligátně homofermentativních laktobacilů 
 
Druh ssp. Růst při Prostředí, ve kterém se převážně vyskytují a 
další charakteristiky 
 15 °C 45 °C  
L. delbrueckii ssp. delbrueckii – + Rostlinný materiál fermentovaný při vyšších 
teplotách (40–50 °C) 
L. delbrueckii ssp. bulgaricus – + Jogurty a sýry 
L. delbrueckii ssp. lactis – + Kyselé mléko, sýry, lisované kvasnice, obilné 
zápary 
L. helveticus – + Kyselé mléko, tvrdé sýry, ementálská kultura, 
maximum při 50–52 °C 
L. acidophilus – + GIT lidí a zvířat, ústní dutina 
L. salivarius – + Ústní dutina a gastrointestinální trakt lidí  
L. farciminis + – Masové výrobky, pekárenský kvas 
L. yamanashiensis + – Jablečný mošt a víno, hroznový mošt 
 
2.1.1.2 Fakultativně heterofermentativní laktobacily 
 
Druhá skupina laktobacilů fermentuje hexosu pomocí Embden-Meyerhofovy glykolytické 
dráhy na kyselinu mléčnou. Pomocí dráhy, závislé na fosfoketoláze produkují z pentos 
kyselinu mléčnou a kyselinu octovou. [12] Zástupci jsou uvedeny v Tab. 2. [4] 
 
Tab. 2. Zástupci fakultativně heterofermentativních laktobacilů 
 
Druh ssp. Růst při Prostředí, ve kterém se převážně vyskytují a 
další charakteristiky 
 15 °C 45 °C  
L. alimentarius + – Marinované rybí produkty, masové produkty, 
pekárenský kvas, tvoří acetonin 
L. bavaricus (L. sake) + – Kysané zelí, fermentované zelné listy, růst mezi 
2–37 °C 
L. casei ssp. casei + + Mléko, sýry, mléčné produkty, pekárenský 
kvas, siláž, ústní dutina a GIT lidí 
L. casei ssp. pseudoplantarum + – Jako výše 
L. casei ssp. rhamnosus + + Jako výše 
L. casei ssp. tolerans + – Jako výše, přežívá pasterizaci (72 °C, 40 s)  
L. curvatus + – Mléko, siláž, kravský hnůj, masové produkty, 
pekárenský kvas 
L. maltaromaticus + – Mléčné produkty, siláž, pekárenský kvas, lidský 
GIT, ústní dutina 
L. plantarum + – Mléčné produkty, siláž, pekárenský kvas 
L. sake (L. bavaricus) + – Masové produkty, pekárenský kvas, růst při  
2–4 °C 
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2.1.1.3 Obligátně heterofermentativní laktobacily 
 
Třetí skupina laktobacilů fermentující hexosy používá pouze dráhu závislou na fosfoketoláze. 
[12] Obligátně heterofermentativní druhy laktobacilů produkují kromě kyseliny mléčné ještě 
v menším množství např. kyselinu octovou, kyselinu mravenčí, ethanol a oxid uhličitý. [3] 
Nalezneme je v gastrointestinálním traktu nebo zrajících sýrech. [12] Převážně bakterie rodu 
Lactobacillus patřící do třetí skupiny se výrazně podílí na znehodnocování potravin. 
Lactobacillus brevis se podílí na kažení citrusových plodů, vína a piva. Lactobacillus 
fructivirans, Lactobacillus brevis a Lactobacillus buchneri napomáhají kažení majonézy. [5] 
Rozdělení obligátně heterofermentativních bakterií rodu Lactobacillus je uvedeno v Tab. 3. 
 
Tab. 3. Rozdělení obligátně heterofermentativních bakterií rodu Lactobacillus  
 
Druh ssp. Růst při Prostředí, ve kterém se převážně vyskytují a 
další charakteristiky 
 15 °C 45 °C  
L. bifermentas + – Izolovaný z holandských sýrů s malými 
trhlinami 
L. brevis + – Mléko, sýry, pekárenský kvas, siláž, lidský GIT 
a dutina ústní 
L. buchneri + – Mléko, sýry, lidská dutina ústní 
L. confusus  
(Weissella confusa) 
+ ± Cukrová třtina, mrkvová šťáva, příležitostně 
v surovém mléku a slinách 
L. divergens 
(Carnobacterium divergens) 
+ – Vakuově balené chlazené maso 
L. fermentum – + Kvasnice, mléčné produkty, pekárenský kvas, 
kravský hnůj 
L. fructivorans + – Kazící se majonéza, salátové dresingy, kazící se 
dezertní vína a aperitivy, upřednostňují 
pH 5,0–5,5 
L. halotolerans 
(Weissella halotolerans) 
+ – Masové produkty 
L. kandleri + – Produkce slizu ze sacharózy 
L. kefir + – Kefír 
L. reuteri – + Masové produkty, humánní a zvířecí fekálie 
L. sanfrancisciscensis 
(syn. L. sanfrancisco) 
+ – Pekárenský kvas 
L. viridescens 
(Weissella viridescens) 
+ – Nepřirozeně zbarvené masové produkty, 
pasterizované mléko 
 
   
 
 
 12 
2.2 Bakterie mléčného kvašení a zdraví 
 
Velký význam fyziologické mikroflóry pro zdraví člověka je všeobecně znám. V tlustém 
střevě přispívá normální mikroflóra aktivně k řádnému průběhu metabolických procesů            
a je též podstatnou součástí protiinfekčních mechanismů střeva. [16] 
 
Dojde-li  k porušení mikroflóry patogenním mikroorganismem, je důsledkem vznik zánětu. 
Bylo pozorováno, že Lactobacillus rhamnosus zkracuje trvání novorozeneckých průjmů               
a průjmů spojených s mikrobiální léčbou. Podobné účinky byly zaznamenány i u druhů 
Lactobacillus casei a Bifidobacterium lactis. [5] BMK jsou dnes též využívány jako 
probiotikum k terapii gastrointestinálních poruch, které většinou vznikají jako přímý důsledek 
antimikrobiální léčby, která vede ke vzniku průjmů. [5] 
 
Koncepce ovlivňování stavu mikroflóry a tím zdravotního stavu člověka je založena                  
na využití probiotik a prebiotik. [16] 
 
2.2.1 Prebiotika 
  
Prebiotika jsou nestravitelné potravinové doplňky (nejčastěji inulin, jeho deriváty                     
a fruktooligosacharidy), které selektivně stimulují růst a nebo životní aktivity probiotik 
ve střevě. Nízkomolekulární látky s vlastnostmi prebiotik se přirozeně vyskytují např. 
v cibuli, pórku, česneku, artyčoku nebo čekance a v menší míře i v obilovinách. Dále jsou tyto 
oligosacharidy obsaženy v luštěninách. [16] 
 
2.2.2 Probiotika 
 
Probiotika jsou živé bakterie (nejčastěji právě laktobacily a bifidobakterie), dodávané 
organismu jako potravinové doplňky. Jsou to nepatogenní a netoxigenní druhy bakterií, které 
přežívají v potravinách a vydrží průchod prostředím žaludku a tenkého střeva a to díky 
složení bakteriální buněčné stěny. [16] Je složena převážně z peptidoglykanu. Produkty 
degradace peptidoglykanu zahrnují N-acetylmuramyl peptid, který farmakologicky působí    
na tělesnou teplotu a ovlivňuje chuť k jídlu. [5]  Laktobacily jako probiotika kolonizují 
sliznici střeva, čímž dochází ke snížení počtu klostrídií na střevní sliznici. Snižují též možnost 
adheze enteropatogenních a enteroxigenních kmenů, např. Escherichia coli, Salmonella 
typhimurium a Yersinia pseudotuberculosis. [16] 
 
 
2.3 Identifikace bakterií mléčného kvašení s využitím amplifikačních metod 
 
Významné metody identifikace BMK jsou založeny na analýze DNA s využitím 
amplifikačních metod. Nejvíce se využívá polymerázová řetězová reakce. PCR (polymerase 
chain reaction) probíhá v podmínkách in vitro, tj. bez kultivace buněk. Pomocí této techniky 
může být rychle a vysoce selektivně namnožena konkrétní nukleotidová sekvence  obsažená 
 13
v jakékoliv DNA. Polymerázová řetězová reakce je v dnešní době velmi používána, například 
v diagnostice při analýze genetických chorob, infekčních onemocnění, při klonování genů      
či testování otcovství. [1] Velké využití má i v potravinářském průmyslu při analýze potravin. 
 
2.3.1 Polymerázová řetězová reakce 
 
Koncept amplifikace DNA poprvé navrhnul H. Gobind Khorana2 v roce 1971. Až o patnáct 
let později Kary Mullis3 metodu pojmenoval a uvedl ji do praxe. Využil metodu, kterou 
mohla být DNA namnožena během opakujících se cyklů s využitím termostabilní DNA 
polymerázy. [9] 
 
DNA polymeráza se vyskytuje v organismech zcela přirozeně. Při dělení v buňce syntetizuje 
duplikát DNA. Při amlpifikaci byl tento enzym (nejprve izolován z Escherichia coli) použit 
ke klonování in vitro. Dvoušrobovice DNA byla denaturována teplotou 96 °C. Takto vysokou 
teplotou byla DNA polymeráza Escherichia coli zničena a musela být po každé denaturaci 
doplněna. PCR proces byl proto málo účinný. Jeho velká časová náročnost a velká spotřeba 
DNA polymerázy nebyla kompenzována výsledky. [9] Tyto problémy vyřešilo použití 
termostabilní DNA polymerázy z Thermus aquaticus (Taq polymerasa). 
 
2.3.2 Princip PCR 
 
DNA je amplifikována termostabilní DNA polymerázou. Pro amplifikaci jsou potřeba 
chemicky syntetizované krátké jednořetězcové DNA fragmenty, které slouží jako primery  
pro syntézu DNA. [2] Krátké oligonukleotidy (primery) se párují s templátovou DNA           
na počátku a konci amplifikovaného fragmentu, každý s jiným vláknem původní 
dvouřetězové molekuly DNA. Protože primery musí být chemicky syntetizovány, PCR může 
být použita pouze pro klonování DNA, u které známe alespoň začáteční a koncovou 
nukleotidovou sekvenci. Pomocí těchto primerů nasyntetizuje DNA-polymeráza obvykle 
několik miliard kopií požadované sekvence. [1] 
 
Komponenty PCR jsou následující: 
- DNA templát 
- Dva primery (určují začátek a konec oblasti na DNA, která má být amplifikována)  
- DNA polymerázy (termostabilní) 
- Nukleotidy (DNA polymeráza je využívá ke stavbě nové DNA) 
- Pufr obsahující Mg2+ ionty a poskytující vhodné prostředí pro DNA polymerázu  
 
PCR probíhá v přístroji nazývaném termocykler. Proces se skládá ze třiceti až čtyřiceti cyklů. 
Princip jednotlivých kroků PCR je uveden na Obr. 5. 
 
                                                 
2 H. Gobind Khorana se narodil roku 1922. V roce 1968 H. G. Khorana, Robert W. Holley (1922-1993)                    
a Marshall W. Nirenberg (1927)  dostali Nobelovu cenu za Fyziologii a Medicínu. [15] 
3 Kary Mullis (1944) získal v roce 1993 Nobelovu cenu za Chemii. [15] 
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Obr. 5. Princip jednotlivých kroků PCR [8] 
 
 
1. krok  
Denaturace DNA 
Rozpětí teploty 92 - 98 °C (optimum 95 °C). Pro fragmenty do 1 kbp obvykle po dobu              
15 sekund. Pro větší fragmenty 0,5 – 1 minutu. [7]  
Před prvním cyklem reakce bývá denaturace prodloužena na 5 minut, aby se zvýšila 
pravděpodobnost, že se dlouhé molekuly templátové DNA úplně oddělí. [7] 
 
2. krok  
Připojení dvou primerů 
Hybridizace probíhá podle denaturační teploty dvouřetězcové templátové DNA s primerem 
snížené o 12 °C, obvykle mezi 50 °C a 55 °C. Nízká teplota podstatně snižuje specificitu 
reakce, vysoká teplota brání amplifikaci. [7] 
 
3. krok 
Syntéza nového řetězce 
Probíhá obvykle při teplotě 72 °C, což je optimální teplota pro Taq DNA polymerázu. Délka 
kroku je dána rychlostí syntézy. Pro fragmenty do 1 kbp 0,5 – 1 minuta, pro úseky 6 – 10 kbp 
až 15 minut. [7]  
 
4. krok 
Opakování 
Produkt třetího kroku se stává substrátem pro další cyklus.  
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2.3.3 Detekce PCR produktu pomocí gelové elektroforézy na agaróse 
 
PCR je metoda, která umožňuje detekci jediné kopie DNA ve vzorku tím, že tuto sekvenci 
namnoží do té míry, že jí můžeme po separaci gelovou elektroforézou a obarvením na gelu 
detekovat. [1] Velikost PCR produktu porovnáváme s DNA standardem (DNA ladder). Ten 
obsahuje DNA fragmenty o známé velikosti. 
 
Gelová elektroforéza dělí fragmenty DNA podle velikosti. DNA se díky svému negativnímu 
náboji pohybuje směrem ke kladné elektrodě, přičemž delší fragmenty DNA se pohybují 
pomaleji, protože jsou v hustém gelu více zpomalovány. Po několika hodinách se fragmenty 
v gelu rozdělí podle velikosti. 
 
DNA však není na agarósovém gelu možno vidět. Je proto nutné ji nějakým způsobem obarvit 
nebo označit. Jednou z citlivých metod detekce je smíchání DNA s látkou (např. ethidium 
bromid), která po navázání na DNA fluoreskuje v ultrafialovém světle. [1] 
 
2.3.4 Optimalizace PCR 
 
PCR je velmi citlivá metoda. Musíme přijmout adekvátní opatření, abychom se vyhnuli 
kontaminaci jinými molekulami DNA vyskytujícími se v laboratorním prostředí (bakterie, 
viry, cizí DNA atd.). Míchání reakční směsi musí být prováděno ve speciálním boxu 
vyzářeném UV lampou za použití sterilních rukavic. Stejně tak musí být odděleny části 
laboratoře, v  nichž se provádí izolace DNA, příprava PCR směsí a detekce PCR produktů. 
Vždy by měla být prováděna pozitivní a negativní kontrola pro odhalení případné 
kontaminace.    
 
2.4 Magnetické nosiče pro izolaci DNA v kvalitě vhodné pro PCR 
 
Magnetické separační techniky jsou jednou z možností, jak urychlit nebo usnadnit některé 
běžně používané separační a purifikační techniky jakou je např. fenolová extrakce. Využívají 
velmi malé magnetické částice. [7] Ve své práci jsem vyžívala mikročástice poly- 
(2-hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl methakrylát (P(HEMA-co-GMA)) (1/1,w/w) 
velikosti 2,2 μm, které byly připraveny na Makromolekulárním ústavu Akademie věd ČR 
v Praze. [11] 
 
 Obr. 6.  Magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA) [12] 
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Tyto magnetické nosiče, které jsou znázorněny na Obr. 6. pomáhají urychlit separaci DNA    
a snižují spotřebu organických rozpouštědel. [7] V mém případě byly využívány k izolaci 
DNA z lyzátů bakteriálních buněk. Magnetické částice vykazují své magnetické vlastnosti  
jen v přítomnosti vnějšího magnetického pole. Nevykazují však reziduální magnetismus          
a proto, pokud nejsou v bezprostřední blízkosti magnetického pole, vytváří homogenní 
suspenzi. [7] 
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3 MATERIÁL A METODY 
3.1 Použité probiotické preparáty (tablety) 
 
? Produkt č. 1 
 
PANGAMIN BIFI 
Sušené pivovarské kvasnice obohacené o bakterie mléčného kvašení   
Výrobce: Pražské pivovary, a.s. 
Nádražní 84, Praha 5 – Smíchov 
Pivovar Bráník  
Datum výroby: 01.09.2003  
Datum spotřeby: 01.09.2004 
PN 001/98 
HEM – 350 – 29.10.98/36347/3 
 
Výrobek obsahuje cca 50% bílkovin 
Složení:  sušené pivovarské kvasnice Sacharomyces cerevisiae, sušené odtučněné mléko 
s obsahem bifidobakterií a laktobacilových kultur (Lactobacillus acidophilus) 
Vitaminy: B1, B2, B6, kyselina pantotenová, pangamová a listová, nicin, biotin, cholin 
Minerální látky: vápník, fosfor, draslík, hořčík 
Stopové prvky: železo, měď, zinek, mangan 
 
www.pangamin.cz
 
? Produkt č. 2  
 
ACIDOPHILUS  
Výrobce: Nature’s Bounty, INC. 
Bohemia, NY 11716 U.S.A 
Dovozce: Walmark, a.s. 
 Oldřichovice 44, Třinec 739 61 
Datum výroby: 04.2006 
Datum spotřeby: 31.10.2007 
 
Složení:  rýžový prášek, želatina, maltodextrin, Lactobacillus acidophilus, látka 
protispékavá (oxid titaničitý), steatit hořečnatý 
 
Lactobacillus acidophilus 10,0 mg/1 tobolku 
 
? Produkt č. 3 
 
FERMALAC VAGINAL   
Výrobce: Rougier, INC.  
Chably 
Datum výroby: 14.04.1999 
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Datum spotřeby: 2001 
Složení:  Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgarius, 
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 
 
? Produkt č.4 
 
LACTUM BABY HERO   
Výrobce: Španělsko 
Prodávající v ČR: HERO CZECH s.r.o 
  Na Pankráci 14, Praha 4 140 00 
Datum spotřeby: 09.2007 
 
Složení:  sušené odtučněné mléko, rostlinné oleje, maltodextriny, demineralizovaná sušená 
syrovátka, galaktooligosacharidy (GOS), minerální látky, fruktooligosacharidy 
(FOS), laktóza, emulgátor sójový lecitin, probiotická mléčná kultura, cholin, 
taurin, inositol, nukleotidy (cytidin-5´-monofosfát, uridin-5´-monofosfát, 
adenosin-5´-monofosfát a guanosin-5´-monofosfát) 
Vitaminy: vitamin C, E, niacin, B12, karnitin 
 
www.herobaby.cz
 
? Produkt č. 5 
 
BEBA 2 PREMIUM  
Distributor: Nestlé Česko s.r.o 
 Mezi Vodami 27 
 Praha 4 – Modřany 143 20 
Datum spotřeby: 05.2008 
CM 871131 
LWB 003-1 
 
Složení:  sušené odtučněné mléko, sušená demineralizovaná syrovátka, směs rostliných 
olejů, laktóza, maltodextrin, vitaminy, minerální látky, stopové prvky, sójový 
lecitin, rybí olej, sprejově sušené bakterie mléčného kvašení, L-karnitin 
 
? Produkt č. 6 
 
BION 3   
Výživový doplněk 
Výrobce: MERCK KGA 
Darmstadt, SRN 
Dovozce: MERCK spol s.r.o., ČR. 
 Oldřichovice 44, Třinec 739 61 
Datum spotřeby: 30.04.2005 
Šarže:  FPA 058/1 
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Složení: probiotické kultury (Lactobacillus gasseri, Bifidobacterium bifidum, 
Bifidobacterium longum), biotin, kyselina listová, vápník, hořčík, fosfor, zinek, 
železo, draslík, chloridy, mangan, jód, selen, chrom, molybden 
Vitaminy: vitamín A, B1, B2, B6, B12, C, D3, E 
 
? Produkt č. 7 
 
PROBIO – FIX  
Doplněk stravy 
Výrobce: SD Pharma Ltd. 
Datum spotřeby: 09.10.2008 
Šarže:  2712280 
 
Složení:  Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium animalis spp. lactis BB-12 
 
3.2 Chemikálie 
Chemikálie pro přípravu roztoků 
 
? Agaróza pro elektroforézu DNA 
 
? DNA standard (Malamité, v.o.s. 100 bp ladder – fragmenty: 100, 200, 300, 400, 500, 
600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp) 
 
? Dodecylsulfát sodný (SDS) – Sigma, St. Lois, USA 
 
? Ethanol 
 
? Ethidium bromid (EtBr) – Sigma, St. Lois, USA 
 
? Ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) – Serva heidelberg, SRN 
 
? Kyselina boritá (HBO2) – Lachema, ČR 
 
? Lysozym – DIFCO LABORATORIES, Detrit, USA 
 
? Nanášecí pufr (2,5 % Ficoll 400) – Top-Bio, Praha, CZ 
 
? PCR komponenty – Top. Bio, Praha, CZ 
 
? PEG 6000 
 
? Proteináza K (100 μg/ml) 
 
? Tris base – PENTA, Chrudim 
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3.3 Komponenty pro PCR 
 
? Voda pro PCR  
 
? Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerázu 1.1 (10x koncentrovaný) 
 
? dNTP směs (100 mM) 
 
? DNA primer LbLMA 1 (10 pmol/µl) – Generi-Biotech, Hradec Králové, CZ 
 
? DNA primer R 16-1 (10 pmol/µl) – Generi-Biotech, radec Králové, CZ 
 
? DNA polymerasa Top Bio 1.1 (1 U/µl) 
 
3.4 Magnetické nosiče 
 
Mikročástice poly(2-hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl methakrylát (P(HEMA-co-GMA)) 
(1/1,w/w), které byly připraveny na Makromolekulárním ústavu Akademie věd ČR v Praze 
Ing. Horákem. [11] 
 
3.5 Roztoky 
3.5.1 Roztok pro přípravu hrubých lyzátů buněk 
 
? Lyzační roztok A (10 mM Tris pH 7,8, 5 mM EDTA pH 8,0) 
Smíchat 1 ml 1M Tris o pH 7,8 (PENTA, Chrudim), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml 
destilované vody. Připravovat sterilně ze zásobních roztoků. 
? Lyzační roztok B (10 mM Tris pH 7,8, 5 mM EDTA pH 8,0, lysozym 3 mg/ml) 
Smíchat 1 ml 1M Tris (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody. 
Sterilizovat v autoklávu. Před použitím do roztoku přidat lysozym (DIFCO 
LABORATORIES, Detroit, USA) v množství 3 mg/ml. Připravuje se vždy čerstvý. 
 
? 0,5 M EDTA pH 8,0 
202,225 g EDTA (Serva, Heidelberg, SRN) nasypat do 800 ml destilované vody, umístit na 
magnetickou míchačku. pH upravit přidáním asi 20 g NaOH v peletkách. Nejprve přidat 15 g 
a potom zbytek za kontroly pH. EDTA se rozpustí v pH 8,0. Doplnit destilovanou vodou       
do 1 l. Roztok je možné přefiltrovat. Sterilizovat v autoklávu. Rozplnit do alikvotů. 
 
? SDS (10 %, 20 %) 
10 (20) g SDS (Sigma, St. Lois, USA) rozpustit v 90 (80) ml sterilní destilované vody. 
V případě pomalého rozpouštění zahřát na 68 °C. Upravit pH na 7,0 několika kapkami 
koncentrované HCl. Doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Nemusí se sterilizovat. Při vážení 
práškového SDS je nutno používat ústenku. 
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? Proteináza K (1mg/ml, 100 μg/ml) 
100 μg proteinázy K (Sigma, St. Lois, USA) rozpustit v 1 ml sterilní destilované vody. 
Rozplnit do alikvotů a uchovávat v - 20 °C. 
 
3.5.2 Roztok pro izolaci DNA pomocí magnetického nosiče 
 
? 10 x TE pufr 
10 ml 1 M Tris-báze pH 8,0 a 2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 rozpustit v 900 ml destilované vody, 
upravit pH na 8,0 pomocí 1 M NaOH. Doplnit destilovanou vodou do 1 l. Rozplnit               
do alikvotů. Sterilizovat v autoklávu. Před použitím se 10x zředí sterilní destilovanou vodou 
na výslednou koncentraci 0,01 M Tris a 0,001 M EDTA. 
 
? 5 M NaCl 
58,4 g NaCl rozpustit ve 150 ml destilované vody. Doplnit destilovanou vodou do 200 ml. 
Sterilizovat v autoklávu. 
? 40 % PEG 
40 g PEG 6000 (Fluka, Germany) rozpustit v 60 ml sterilní destilované vody. Doplnit sterilní 
destilovanou vodou do 100 ml. Uchovávat při 4 °C. 
? 70 % ethanol 
Smíchat 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody. 
 
3.5.3 Roztok pro agarózovou gelovou elektroforézu 
 
? 5 x TBE pufr 
54 g Tris-báze (PENTA, Chrudim) a 27,5 g kyseliny borité (Lachema, ČR) rozpustit v 600 ml 
destilované vody. Přidat 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0. Upravit pH na 8,3 pomocí 1 M NaOH. 
Doplnit destilovanou vodou do 1 l. Lze přefiltrovat a sterilizovat v autoklávu. Před použitím 
se 10 x naředí na výslednou koncentraci 45 mM Tris, 45 mM kyselina boritá a 1 mM EDTA. 
? 1 M NaOH 
40 g NaOH rozpustit v 800 ml destilované vody. Doplnit do 1 l. Rozplnit do alikvotů. 
Sterilizovat v autoklávu. 
 
3.6 Přístroje 
 
? Centrifuga – Eppendorf AG, Hamburg 
 
? Centrifuga mini Spin 13 400 min-1 – Eppendorf, Hamburg, Německo 
 
? Centrifuga mini Spin 14 500 min-1 – Eppendorf, Hamburg, Německo 
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? Fotoaparát Polaroid – CD 34 na film T667 (Cambridge, Velká Británie) 
 
? Laboratorní váhy – Kern & Sohn, Německo 
 
? Magnetický separátor – Dynal, Oslo, Norsko 
 
? Mikropipety o objemu 10 μl, 20 μl, 200 μl, 1000 μl – Discovery HTL 
 
? Mikrovlná trouba – SMW 5020 (Sencor, ČR)  
 
? Minicentrifuga – C1301 Labnet international, Inc.  
 
? Minicycler – PTC 150 (MJ Research, USA) 
 
? Termocycler – MJ Research 200, Inc., Watertown, USA 
 
? Termostat – Mini incubator (Labnet, USA)  
 
? Transluminátor – TVR 3121 (Spectroline, USA) 
 
? Zařízení pro elektroforézu – Easy-Část, model B1 (Owl Scientific, USA) 
 
? Zdroj elektrického napětí – Lighting volt Power Supply, model OSP-300 
 
 
? Běžné laboratorní sklo a pomůcky 
 
3.7 Metody 
 
Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle návodů k laboratorním 
cvičením Speciální metody analýzy mikroorganismů I (Španová a Rittich 2006). 
Nepublikováno.  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Izolace DNA z tablet 
 
Pro izolaci DNA z tablet byl použit následující postup přípravy vzorků: 
 
- Tabletu sterilně odebrat a rozdrtit 
- K 1 g výrobku je přidáno 5 ml lyzačního roztoku B [10 mM Tris HCl (pH 7,8), 5 mM 
EDTA (pH 8,0), lyzozym (3 mg/ml)], ve kterém je vzorek rozsuspendován 
- Po jedné hodině inkubace při laboratorní teplotě je ke vzorku přidáno 50 µl 20% SDS 
a 5 µl proteinázy K (1 mg/ml) 
- Vzorky jsou inkubovány při 55 °C do druhého dne 
- Tento hrubý lyzát je použit pro separaci DNA magnetickým nosičem. Může být 
uchován v mrazničce při -20 °C. 
4.2 Příprava směsi pro izolaci DNA pomocí magnetických nosičů 
 
Separační směs s nosiči byla připravována v eppendorfkových zkumavkách (2 ml) v různém 
pořadí. Pro vzorky číslo 1, 2, 3 dle Tab. 4. a pro vzorky číslo 4, 5, 6, 7 dle Tab. 5. 
 
Tab. 4. Příprava separačních směsí pro vzorky 1, 2, 3 
 
 Komponenta (µl)  Výsledná koncentrace PEG 6000 – 8 % 
1 H2O 200 
2 NaCl (5 M) 400 
3 PEG (40%) 200 
4 Magnetické částice (2 mg/ml) 100 
5 Vzorek (DNA) 100 
Výsledný objem (µl) 1000 
 
Tab. 5. Příprava separačních směsí pro vzorky 4, 5, 6, 7 
 
 Komponenta (µl) Výsledná koncentrace PEG 6000 – 8 % 
1 H2O 200 
2 NaCl (5 M) 400 
3 Magnetické částice (2 mg/ml) 100 
4 Vzorek (DNA) 100 
5 PEG (40%) 200 
Výsledný objem (µl) 1000 
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- Směs připravená dle Tab. 2. a Tab. 3. je promíchána a ponechána inkubovat 15 minut 
při laboratorní teplotě 
- Částice s navázanou DNA jsou odseparovány pomocí magnetu 15 minut                       
při laboratorní teplotě 
- Supernatant je odpipetován do čisté eppendorfky. Je uvolněn magnet z magnetického 
pásu. 
- Zkumavka obsahující nosič s navázanou DNA je promyta 1000 µl 70% ethanolu 
- Částice jsou odseparovány magnetem 2 minuty při laboratorní teplotě 
- Ethanol je slit. Zkumavky jsou sušeny v termostatu při 55 °C do vyprchání ethanolu. 
- DNA je eluována do 100 µl TE pufru 30 minut při laboratorní teplotě 
- Částice jsou odseparovány 2 minuty při laboratorní teplotě 
- Eluovaná DNA je odpipetována do čisté eppendorfky 
- Takto připravená DNA se použije pro gelovou elektroforézu a pro PCR. 
 
4.3 Detekce DNA pomocí agarózové gelové elektroforézy 
 
Připraví se 0,8% agarózový gel (0,8 g garózy/100 ml 0,5x TBE pufru). Připraví se hmotnostní 
standardy o různých množstvích DNA viz Tab. 6. Koncentrace výchozího standardu              
je 35 ng/μl. Do komůrky se nanesou standardy s TE pufrem o objemu 20 μl, ke kterým jsou 
přidány 4 µl stop pufru. Do další komůrky se nanese eluovaná DNA (20 µl) se 4 µl stop 
pufru. Provádí se elektroforéza po dobu 1,5 – 2 hodiny, při napětí 60 V. Gel se barví v barvící 
lázni (voda s ethidium bromidem (1 µg/ml)) po dobu 1 hodiny. Po obarvení je gel opláchnut 
vodou, prohlížen na transluminátoru v UV světle a fotograficky dokumentován.   
 
Tab. 6. Příprava hmotnostních standardů pro agarósovou gelovou elektroforézu 
 
Množství DNA (ng) Standard (µl) TE pufr (µl) Stop pufr(µl) 
35 1 19 4 
70 2 18 4 
140 4 16 4 
250 8 12 4 
Celkový objem  24 µl   
 
4.4 PCR s purifikovanou DNA 
 
Při PCR se provádí amplifikace fragmentu DNA o délce 250 bp pomocí primerů LbLMA 1       
a R16 – 1. Tento fragment je specifický pro bakterie rodu Lactobacillus. 
 
Všechny komponenty PCR reakce se před použitím krátce centrifugují. Po každém přidání 
složky se směs dobře promíchá. Komponenty se smíchají v pořadí dle Tab. 7. 
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Tab. 7. Komponenty pro PCR 
 
 Komponenty V (µl) 
1 Voda pro PCR 15 
2 10x reakční pufr kompletní 2,5 
3 Směs dNTP (10 mM) 0,5 
4 Primer LbLMA 1 (10 pmol/µl) 0,5 
5 Primer R 16-1 (10 pmol/µl) 0,5 
6 DNA polymerasa Top Bio 1.1 (1 U/µl) 1 
7 DNA matrice 5 
Výsledný objem (µl) 25 
 
Jako negativní kontrola je použita PCR směs bez DNA. Místo DNA matrice se do PCR směsi 
přidá voda pro PCR. Jako pozitivní kontrola je použita purifikovaná DNA bakterií rodu 
Lactobacillus (10 ng/µl). 
 
Vzorky obsahující všechny složky PCR směsi se krátce centrifugují. Vzorky se umístí            
do přístroje na provádění PCR tzv. cyklátoru. Cyklátor pracuje podle předem nastaveného 
programu Lbc Rod. Každý cyklus obsahuje 3 kroky: 
1. krok – denaturace (95 °C/30") 
2. krok – připojení primerů (55 °C/30") 
3. krok – syntéza DNA (72 °C/60") 
 
Cykly se opakují 30krát. Před prvním cyklem se provede denaturace 95 °C/5', v posledním 
cyklu je syntéza prodloužena na 10 minut. Po skončení PCR je PCR produkt uchováván 
v mrazničce. 
 
4.5 Detekce PCR produktu pomocí agarózové gelové elektroforézy 
 
Připraví se 1,8% agarózový gel (1,8 g agarózy/100 ml 0,5x TBE pufru). Do komůrky                 
se nanese PCR produkt (25 µl), ke kterému bylo přidáno 5 µl stop pufru. Do dalších komůrek 
se nanese pozitivní kontrola, negativní kontrola a DNA standard (100 bp ladder). Spustí              
se elektroforéza. Provádí se po dobu 1,5 – 2 hodiny, při napětí 60 V. Gel se barví v barvící 
lázni (voda s ethidium bromidem (1 µg/ml)) po dobu 1 hodiny. Po obarvení je gel opláchnut 
vodou, prohlížen na transluminátoru v UV světle a dokumentován fotograficky.   
 
Velikost fragmentů standardů (100 bp ladder): 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 
1000, 1200, 1500 bp 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Izolace DNA a stanovení množství DNA izolované z výrobku 
 
Nejdříve byla provedena zkouška na přítomnost DNA se všemi sedmi vzorky. DNA byla 
izolována pomocí magnetických nosičů. Hmotnostní standard byl připraven dle Tab. 6. 
Schéma nanesení vzorků na gel a výsledek gelové elektroforézy je uveden na Obr. 7. 
 
Obr. 7. Agarósová gelová elektroforéza DNA izolovaná ze 7 tablet vzorků pomocí magnetických  
 nosičů  
 
 1   2  3    4        5  6     7  8   9    10  11 
 
 
 
Běh 
číslo 
Vzorek 
číslo 
Standar
d 
DNA 
matrice 
TE pufr Stop 
pufr 
Přítomnost 
DNA 
Množství 
DNA (ng)
1 35 ng 1 μl  19 μl 4 μl +  
2 70 ng 2 μl  18 μl 4 μl +  
3 140 ng 4 μl  16 μl 4 μl ++  
4 280 ng 8 μl  12 μl 4 μl +++  
5 1  20 μl  4 μl + 35 
6 2  20 μl  4 μl – < 35 
7 3  20 μl  4 μl – < 35 
8 4  20 μl  4 μl –           < 35 
9 5  20 μl  4 μl – < 35 
10 6  20 μl  4 μl + 35 
11 7  20 μl  4 μl + 35 
 
+ slabě viditelný ; ++ středně viditelný; +++ silně viditelný pás DNA 
 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 7
 27
- Z gelové elektroforézy vyplývá (Obr. 7.), že ve vzorku číslo 1, 6, 7 (běh číslo 5, 10, 
11) je množství DNA srovnatelné se standardem obsahujícím 35 ng DNA. V ostatních 
vzorcích je množství DNA o mnoho nižší a na gelu nebylo detekováno. 
  
5.2 Rodově specifická PCR Lactobacillus s 5 μl DNA a 30 cykly 
 
Ve druhé části byla provedena PCR s 5 μl DNA matrice a 30 cykly v termocykleru. Výsledky 
agarósové gelové elektroforézy PCR produktů jsou uvedeny na Obr. 8.  
 
Obr. 8. Agarósová gelová elektroforéza PCR produktů (250 bp). Amplifikováno bylo 5 μl DNA 
izolované magnetickým nosičem ze 7 výrobků v 30 cyklech PCR.  
 
     1   2   3    4  5      6    7  8   9     10 
 
 
 
 
  1500 bp → 
  1000 bp → 
 
    500 bp → 
 
                             ← 250 bp 
 
    100 bp → 
 
 
 
 
 
Běh č. Vzorek 
DNA matrice 
v PCR (μl) 
PCR produkt (μl) 
detekce PCR 
produktu 
1 standard 5   
2 1 5 25 + 
3 2 5 25 + 
4 3 5 25 ++ 
5 4 5 25 – 
6 5 5 25 – 
7 6 5 25 – 
8 7 5 25 +++ 
9 pozitivní kontrola 5 25 +++ 
10 negativní kontrola  25 – 
 
+ slabě viditelný ; ++ středně viditelný; +++ silně viditelný pás DNA 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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- Pomocí gelové elektroforézy na agaróse (Obr. 8.) byly detekovány PCR produkty     
po amplifikaci DNA vzorků číslo 1, 2, 3 a 7 (běh číslo 2, 3, 4 a 8). Po amplifikaci 
DNA vzorků číslo 4, 5 a 6 nebyly PCR produkty detekovány. 
 
5.3 Rodově specifická PCR Lactobacillus s 5 μl DNA a 40 cykly 
 
Vzhledem k menšímu počtu detekovaných produktů byla provedena další PCR, v níž bylo 
použito 5 μl DNA matrice a 40 cyklů v termo cycleru. Výsledky detekce PCR produktů jsou 
uvedeny na Obr. 9. 
 
Obr. 9. Agarósová gelová elektroforéza PCR produktů (250 bp). Amplifikováno bylo 5 μl DNA 
izolované magnetickým nosičem ze 7 výrobků v 40 cyklech PCR. 
 
   1          2     3    4    5    6    7   8       9   10 
 
 
 
 
  1500 bp → 
 
  1000 bp → 
 
    500 bp → 
 
                             ← 250 bp 
 
    100 bp → 
 
 
 
Běh č. Vzorek 
DNA matrice 
v PCR (μl) 
PCR produkt (μl) 
Detekce PCR 
produktu 
1 standard 5   
2 1 5 25 ++ 
3 2 5 25 +++ 
4 3 5 25 +++ 
5 4 5 25 – 
6 5 5 25 + 
7 6 5 25 + 
8 7 5 25 ++ 
9 pozitivní kontrola 5 25 +++ 
10 negativní kontrola  25 – 
 
+ slabě viditelný ; ++ středně viditelný; +++ silně viditelný pás DNA 
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- Pomocí gelové elektroforézy na agaróse (Obr. 9.) byly detekovány PCR produkty            
po amplifikaci DNA všech vzorků tablet s výjimkou vzorku číslo 4. 
 
 
5.4 Shrnutí výsledků identifikace bakterií rodu Lactobacillus v probiotických 
preparátech 
 
Výsledky identifikace bakterií rodu Lactobacillus v probiotických preparátech pomocí PCR 
s rodově specifickými primery jsou uvedeny v Tab. 8. 
 
Tab. 8.  Identifikace bakterií rodu Lactobacillus v probiotických tabletách 
 
Výrobek 
číslo 
Název výrobku Deklarována přítomnost 
bakterií 
Detekce specifického PCR 
produktu 
   30 cyklů/5 μl 40 cyklů/5 μl 
1 Pangamin BIFI Lactobacillus acidophilus + + 
2 Acidophilus Lactobacillus acidophilus + + 
3 Fermalac vaginal Lactobacillus rhamnosus 
Lactobacillus delbrueckii 
+ + 
4 Lacrum Baby Hero Probiotická mléčná kultura* – – 
5 Beba 2 Premium Bakterie mléčného kvašení – + 
6 Bion 3 Lactobacillus gasseri – + 
7 Probio - fix Lactobacillus acidophilus + + 
 
* Výrobek neobsahuje probiotické bakterie rodu Lactobacillus, pravděpodobně obsahuje 
probiotické bakterie rodu Bifidobacterium.    
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6 DISKUSE 
6.1 Izolace DNA a stanovení množství DNA izolované z výrobku 
 
Pomocí magnetických nosičů byla izolována ze sedmi výrobků DNA. Izolovaná DNA byla 
v nízké koncentraci pro vizualizaci pomocí agarósové gelové elektroforézy (35 ng a méně), 
avšak v dostatečném množství pro PCR. DNA eluovaná z magnetických nosičů byla                
dle předpokladů a shodě s údaji publikovanými v odborné literatuře (11, 13) v kvalitě vhodné 
pro PCR. 
 
6.2 Rodově specifická PCR Lactobacillus s 5 μl DNA a 30 cykly 
 
Po provedení agarósové gelové elektroforézy PCR produktů, které se amplifikovaly s 5 μl 
DNA matrice a 30 cykly v termocykleru, došlo k detekci specifického PCR produktu pouze   
u čtyř výrobků tj. výrobku číslo 1 (Pangamin BIFI), 2 (Acidophilus), 3 (Fermalac vaginal) a 7 
(Probio – fix). Zatímco u výrobků 4 (Lacrum Baby Hero), 5 (Beba 2 Premium) a 6 (Bion 3) 
nebyl specifický PCR produkt detekován. Zřejmě to odráží menší množství cílové DNA. 
S cílem zvýšit množství PCR produktu byl zvýšen počet cyklů v PCR. 
 
6.3 Rodově specifická PCR Lactobacillus s 5 μl DNA a 40 cykly 
 
Zvýšením počtu  cyklů PCR na 40 jsme dosáhli větší intensity PCR produktů u všech 
analyzovaných vzorků. Díky tomu došlo k detekci specifického amplikonu u produktu číslo 5 
(Beba 2 Premium) a 6 (Bion 3). Z toho vyplývá, že v těchto produktech je cílová DNA 
obsažena, ale v menším množství než u výrobků, u nichž se amplifikoval specifický PCR 
produkt s 30 cykly PCR. 
 
U produktu číslo 4 (Lacrum Baby Hero) nedošlo k žádné detekci specifického amplikonu. 
Mohlo to být způsobeno velmi malým množstvím identifikovaných bakterií ve vzorku. 
V době, kdy bylo se vzorkem pracováno, měl produkt již půl roku prošlou záruční dobu 
(datum spotřeby: 09.2007). Další možností je, že tento výrobek neobsahoval bakterie rodu 
Lactobacillus. Na etiketě má uveden jen obsah probiotické mléčné kultury. 
 
6.4 Srovnání přítomnosti bakterií rodu Lactobacillus s údaji na štítku 
 
Srovnání identifikace bakterií rodu Lactobacillus pomocí PCR s údaji deklarovanými             
na výrobcích se shodují. Bylo dokázáno, že bakterie rodu Lactobacillus obsahuje výrobek           
Beba 2 Premium, který měl jako probiotickou kulturu uvedeny bakterie mléčného kvašení  
bez jejich rodové či druhové identifikace. 
 
Intenzita PCR produktů odráží pravděpodobně množství cílové DNA v analyzovaných 
vzorcích. 
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6 ZÁVĚR 
 
Zájem o výzkum a využívání bakterií mléčného kvašení je veliký. Účinek probiotických 
BMK na zdraví člověka je nenahraditelný a to hlavně v době hojného využívání antibiotik 
ničících veškerou střevní mikroflóru.  
 
Posílení imunity, omezení působení patogenů ve střevech, zmírnění symptomů intolerance 
laktózy jsou v současnosti jednoznačně prokázané pozitivní účinky probiotik. Řada projektů 
se zabývá studiem probiotických bakterií mléčného kvašení, které pravděpodobně snižují 
účinek některých karcinogenních látek, zvyšují odolnost vůči infekcím (např. proti 
průjmovým onemocněním), posilují intestinální mikroflóru při tlumení alergických reakcí              
či zlepšují kvalitu života pacientů se zánětlivým onemocněním střev. A i právě proto je velmi 
aktuálním tématem cílená genetická modifikace probiotických mikroorganismů. To znamená 
další výhody pro spotřebitele. V rámci těchto výzkumů se také zkoumá možnost využití 
probiotických bakterií jako přenašečů různých vakcín, enzymů nebo antimikrobiálních 
preparátů přímo k cílovým buňkám trávicího traktu. [10] 
 
Z toho vyplývá nutnost rychlé a přesné identifikace bakterií mléčného kvašení, včetně 
identifikace změn jejich genomu. Jednoznačnou prioritou jsou metody založené                       
na amplifikaci DNA, zejména PCR. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
BMK  bakterie mléčného kvašení 
 
bp   pár bází (base pair) 
 
DNA  deoxyribonukleonová kyselina 
 
dNTP deoxynukleotidtrifosfát 
 
EDTA etylendiamintetraoctová kyselina 
 
G + C guanin a cytozin 
 
MO  mikroorganismus 
 
GIT  gastrointestinální trakt 
 
SDS  dodecylsulfát sodný 
 
TBE  Tris-borát-EDTA 
 
TE  Tris-EDTA 
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